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(57) Abstract 

The invention relates to a method for isolating anionic organic substances from aqueous systems using polymer nanoparticles with 
cationic pH-sensitive surface groups. Extraction can be carried out directly from diluted solutions, biological media (blood plasma, serum, 
urine, etc.) and complex buffer systems (e.g. PCR preparations containing detergents) without. prior derivatization of the samples or addition 
of binding buffers. After separation from the surrounding medium the conjugates of the corresponding substances and polymer nanoparticles 
obtained in this maimer can be purified through additional washing steps and effectively desalinated. Owing to the pH-sensitivity of the 
basic surface groups, the bound substances can be released in a targeted manner after separation by modification of the pH of the medium. 
By using volatile bases contamination of the released samples with ionic residues can be avoided. By addmg small quantities of SDS and 
acetonitrile during the separation stage, the sensitivity of the method can be raised further, especially when the substances to be isolated are 
present in low concentrations (<l^mol/L). The method is a method of extraction with universal application, suitable for bodi low-molecular 
anionic compounds as well as peptides, nucleic acids and nucleic acid derivatives. Recovery rates are up to 100 %. 



(57) Zusammenfossung 

Das Verfahren beschreibt die Isolienmg von anionischen organischen Substanzen aus wSBrigen Systemen unter Verwendung 
von Polymemanopartikein mit kationischen pH-sensitiven Oberflsichengruppen. Die Extraktion kann direkt aus veidttnnten Ldstmgen, 
biologischen Medien (BluQ)lasma, Seren, Urin etc.) sowie aus komplexen Puffersystemen (2.B. detcrgenshaltigen PCR-AnsStzen) erfolgen, 
ohne dafi eine voihergehende Derivatisicrung der Proben bzw. ein Zusatz von Bindungspuffem erfordeiiich ist Die so eihaltenen 
Konjugate der entsprechenden Substanzen mit den Polymemanopartikein konnen nach ihrer Abtreimung vom umgebenden Medium durch 
zusStzliche Waschschritte aufgereinigt und effektiv entsalzt werden. Die pH-Sensitivitat der basischen Oberfiachengruppen enndglicht es, 
die gebundenen Substanzen nach ihrer Abciennung gezielt durch eine pH-Anderung des Mediums fireizusetzen. Dutch die Verwendung leicht 
fliichtiger Basen kann eine Kontamination der freigesetzten Proben durch ionische Riickst^de vermieden werden. Durch Zusatz von geringen 
Mengen von SDS und Acetonitril beim Abl6sungsschritt kann insbesondere bei geringen Konzcntrationen der zu isolierenden Substanzen 
(<l/imol/L) die Empfindlichkeit der Methode zusatzlich gesteigcrt werdetL Das Verfahren stellt eine universelle Extraktionsmethode sowohl 
far niedemjolekulare anionische Veibindungen als auch fiir Peptide, Nukleinsauren und NukleinsSurederivate dar. Die Wiederfindungsraten 
betragen bis zu 100 %. 
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Verfahren zur Isolierung von anionischen organischen 
Siibstanzen aus wsLSrigen Systemen mit kationischen 
Po 1 ymemanopar t ike In 



Beschreibimg 

Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Isolienang organischer Verbindungen mit anionischem Charakter 
aus wajSrigen Systemen unter Verwendung kationischer 
Polymernanopartikel . 

Hinterarund der Erfindung 

Die Isolierung und Charakterisierung anionischer organischer 
Verbindungen stellt insbesondere in der Umweltanalytik und in 
Bereichen der Biotechnologie eine grofie Herausf orderung dar. 
Haufig liegen die zu isolierenden Verbindungen in wafirigen 
Systemen in hoher Verdunnung und/oder in Konibination rait 
anderen Substanzklassen vor. Ein geeignetes 
Extraktionsverfahren mu£ daher folgende Anf orderungen 
erfullen: 

• moglichst hohe Selektivitat 

• keine Notwendigkeit einer vorherigen Derivatisierung der zu 
isolierenden Substanzen 

• effektive Abtrennbarkeit der Extrakte vom waErigen System 

• einfache Aufkonzentration und Freisetzung der isolierten 
Substanzen in hoher Reinheit, 

Der quantitative Nachweis umweltrelevanter und 
gesundheitsgef ahrdender Stoffe in Boden und Wasser gewinnt 
zunehmend an Bedeutung. So ist es fur einige Substanzklassen 
wie beispielsweise Nitrophenole, Chlorphenole und 
Phenoxycarbonsauren, die als Verunreinigungen im Trinkwasser 
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Oder Ganindwasser vorkotnmen konnen, von groSem Interesse, 
nicht nur die Nachweisgrenze der bisher ublichen Verfahren zu 
unterschreiten, sondem auch Inf ormationen uber die exakte 
Zusammensetzung der Stibstanzgemische zu erhalten. 

Phenole und Phenolderivate werden bisher hauptsachlich als 
Summenparameter nach DIN 38409 Teil 16 (H16) ermittelt. Diese 
Bestitnmung des Phenolindex erfolgt uber eine Farbreaktion mit 
4-Aminoantipyrin und gibt keine Auskunft uber die 
Zusanunensetzung der Probe sondem nur uber deren 
Gesamtphenolgehalt . 2ur Isolierung der Substanzklassen der 
Nitrophenole und Chlorphenole werden unter anderem auch 
Festphasenextraktidnsverf ahren mit RP Cie-Phasen angewendet. 
Dafiir ist es jedoch erf orderlich, die Proben vor der 
eigentlichen Extraktion beispielsweise durch die Umsetzung 
mit Acetanhydrid zu derivatisieren. Dieser zusatzliche 
Reaktionsschritt kann bei einer unterschiedlichen Reaktivitat 
der einzelnen Phenolderivate zu einer Verfalschung des 
Analysenergebnisses fiihren. Alinliche Probleme treten bei der 
Extraktion von Phenoxycarbonsauren auf , die ebenfalls vor der 
Festphasenextraktion derivatisiert werden miissen. 

Auch im Bereich biologischer, pharmazeutischer und 
medizinischer Anwendungen spielt die Isolierung anionischer 
organischer Systeme in Form von Peptiden, Nukleinsauren und 
Nukleinsaurederivaten eine wichtige Rolle. Beispielsweise 
stellen synthetische Oligonukleotide mit ihrem poly- 
anionischen Charakter eine neue Klasse von therapeutischen 
Substanzen dar, die beispielweise in der Antisense- und 
Antigen-Strategie zur Kontrolle der Genexpression eingesetzt 
werden. In der Regel werden hierbei modifizierte 
Nukleinsaurederivate verwendet, die nur aus einer geringen 
Zahl von Nukleotiden bis zu ca. 25 Nukleotidbausteinen 
zusammengesetzt sind. Urn im Rahmen von praklinischen und 
klinischen Studien Inf ormationen uber den Metabolismus und 
die Pharmakokinetik dieser Wirkstoffe zu erhalten, ist es 
erforderlich, die eingesetzten Nukleinsauren und ihre 
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Abbauprodukte aus biologischen Medien wie Blut, Urin oder 
Zellextrakten zu isolieren. Nach der Abtrennung sollten die 
Substanzen in hoher Ausbeute und Reinheit vorliegen und 
insbesondere keine Verunreinigungen durch Fremdelektrolyte 
aufweisen, um sie fiir eine Charakterisierung mittels 
empf indlicher analytischer Methoden zuganglich zu machen. 

Bisher werden Oligonukleotide und ihre Derivate aus 
biologischen Medien hauptsachlich auf chromatographischem 
Wege unter Verwendung von lonenaustauscherharzen extrahiert . 
Die Elution der Nukleinsauren erfolgt nach der Abtrennung der 
Serurnbestandteile mit Puff em hoher lonenstarke. Der hohe 
Salzgehalt der Proben macht folglich zusatzliche 
Auf reinigungsschritte zur Entsalzung erf orderlich, um eine 
Charakterisierung des Materials zu ermoglichen. Der Einsatz 
einer zweistufigen Festphasenextraktion zur Isolieirung von 
Oligonukleotiden aus humanem Blutplasma unter Verwendung 
einer Kombination von lonenaustauschchromatographie und 
Reversed Phase Chromatographie ist in J. M, Leeds, M, J. 
Graham, L. Truong, L. L, Cummins, Anal. Biochem. 235, 36-43 
(1996) beschrieben, Zur Entfernung von Salz rucks tanden 
beinhaltet dieses Verf ahren als weiteren Auf arbeitungsschritt 
nach der Extraktion eine Membrandialyse . Erst dann konnen die 
Proben zur kapillarelektrophoretischen Analyse eingesetzt 
werden. Nachteilig bei diesem Verf ahren ist die geringe 
Wiederf indungsrate von ca. 40% und die Tatsache, daS es auf 
die Isolierung von Oligonukleotiden mit mehr als 15 
Nukleotidbausteinen beschrSnkt ist. 

Fur einige Anwendungen groSerer DNA- Fragment e ist es 
erf orderlich, diese aus komplexen Puf f ersystemen und 
enzymhaltigen Losungen zu extrahieren. So enthalt 
beispielsweise ein PCR-Ansatz neben Polymerasen und 
Puffersalzen oftmals bestimmte Detergenzien, die zur 
Stabilisierung des Enzyms erf orderlich sind. Klassisch 
erfolgt die Abtrennung von Nukleinsauren aus wafirigen 
Losungen mittels Phenolextraktion oder durch Fallung mit 
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Ethanol . Der Einsatz anorganischer Tragermaterialien auf der 
Basis von Silicagel zur Extraktion von .Nukleinsauren mit 
einer Lange von 40 Basenpaaren bis 50 Kilobasen ist 
beispielsweise in WO 9521177-Al beschrieben. Die adsorptive 
Anbindung der Nukleinsauren an die Glasoberf lache erfolgt bei 
einem pH-Wert kleiner 7,5 in Gegenwart hoher 
Salzkonzentrationen unter Zusatz eines chaotropen Salzes. Die 
Freisetzung der gebundenen Nukleinsauren wird durch eine 
Verringerung der lonenstarke erzielt . Die Isolierung eines 
Plasmids aus Zell-Lysaten unter Verwendung von 
Extraktionssaulen, die zwei Adsorbentien - ein 
lonenaustauscherharz und Silicagel - in zwei 
unterschiedlichen Segmenten enthalten, ist in DE 4139664-Al 
beschrieben. Hierbei werden die zu isolierenden Nukleinsauren 
mit einem Puffer niedriger lonenstarke zunachst auf das 
Anionenaustauscher-Segment aufgebracht, gewaschen und 
anschliefiend mit einem Puffer hoher lonenstarke auf das 
Silicagel -Segment eluiert . Nach einem weiteren Waschschritt 
werden die Nukleinsauren mit Puf fern niedriger lonenstarke 
eluiert . 

Die Verwendung magnetischer Mikropartikel zur Abtrennung von 
Polynukleotiden ist beispielsweise in EP 281390-A2 
beschrieben. Die Anbindung erfolgt hierbei in 
detergenshaltigem Phosphatpuf f er iiber die Aminogruppen des 
Tragermaterials . Nach der magnetischen Abtrennung der 
beladenen Partikel werden die Nukleinsauren durch Zusatz von 
50% Formamid-haltigem Phosphatpuf fer freigesetzt. 

Darstellunq der Erfinduna 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein 
einfaches und kostengunstiges Verfahren zur Isolierung von 
anionischen organischen Substanzen aus wafirigen Systemen zu 
entwickeln. Der Begriff waSriges System bedeutet hier ein 
System, in dem Wasser ein Bestandteil, in der Regel der 
Hauptbestandteil ist, beispielsweise verdunnte Losungen, 
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biologische Medien und komplexe Puf f ersysteme. Das Verfahren 
sollte sowohl fur die Extraktion niedermolekularer 
Verbindungen mit anionischem Charakter wie beispielsweise 
Phenolderivaten, als auch 2ur Isolierung hachmolekularer, 
polyanionischer Substanzen wie beispielsweise Peptiden, 
Nukleinsauren und ihrer Derivate geeignet sein. 

Das Grundprinzip des Verfahrens basiert auf der Veorwendung 
kationischer Polymernanopartikel mit kovalent gebundenen pH- 
sensitiven Gruppen, insbesondere Endgruppen. Die gezielte 
Anbindung der zu isolierenden Substanzen an die Partikel wird 
durch das Zusammenwirken zweier voneinander unabhangiger 
Wechselwirkungskraf te, elektrostatischen und hydrophoben 
Wechselwirkungen, gewahrleistet . Die Affinitat der 
vorliegenden Substanzen fur die Partikeloberf lache ist sowohl 
abhangig von ihrem anionischen Charakter als auch von ihrer 
Hydrophobizitat . Diese Kombination ermoglicht durch geeignete 
Wahl der Extraktions- und Waschbedingungen eine selektive 
Abtrennung der zu isolierenden Substanzen aus komplexen 
Gemischen und hochverdiinnten Losungen, Die elektrostatischen 
Wechselwirkungen werden durch an der Partikeloberf lache 
vorhandene basische Gruppen bewirkt . Uber pH-Wertanderungen 
des Mediums kann dieser Anteil der 

Gesamtwechselwirkungskraf te beeinfluEt werden. Damit konnen 
die an den Partikel gebundenen Substanzen nach ihrer 
Isolierung durch eine Aufhebung der elektrostatischen 
Wechselwirkungen gezielt freigesetzt werden. Dies ermoglicht 
es, ein Verfahren zur Isolierung von anionischen organischen 
Substanzen aus waErigen Systemen zur Verfugung zu stellen, 
das dadurch gekennzeichnet ist, da£ diese Substanzen an 
kationische Polymernanopartikel reversibel gebunden und nach 
der Extraktion durch Anderung des pH-Werts des 
Dispersionsmediums wieder freigesetzt werden. 

Erf indungsgemaE wird somit ein Verfahren zur Isolierung von 
organischen Substanzen mit anionischem Charakter aus waBrigen 
Systemen zur Verfugung gestellt, bei dem 
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- diese Substanzen reversibel an Polymernanopartikel in 
kationischer, protonierter Form gebunden werden, 

- die beladenen Polymernanopartikel vom wafirigen 
Aus gangs system abgetrennt werden und 

5 " die organischen Substanzen von den beladenen 

Polymernanopartikeln in einem Medium mit einem pH-Wert, bei 
dem die kationischen Polymernanopartikel deprotoniert werden, 
wieder freigesetzt werden. 

10 

Weae zur Ausfuhiruncr der Erfinduna 

Das erf indungsgemafie Verfahren beinhaltet die Verwendung von 
Polymerpartikeln mit einer TeilchengroEe von 50 nm bis 2 fim, 

15 die aus vinylischen Monomerbausteinen wie beispielsweise 
Styrol Oder Styrolderivaten, Aciylsaurederivaten, 
Methacrylsaurederivaten oder Mischungen dieser aufgebaut sind 
und zusatzlich basische Gruppen tragen. Die Konzentration der 
basischen funktionellen Gruppen auf der Partikeloberf lache . 

20 betragt vorzugsweise mehr als 0,1 ^mol/m^. 

Die Polymernanopartikel bilden in wSSrigen Medien eine 
Dispersion. Sie enthalten kovalent gebundene pH-sensitive 
basische Gruppen, vorzugsweise Endgruppen. Beispiele fur 

25 solche Gruppen sind stickstof f haltige Gruppen, insbesondere 
aromatische oder aliphatische Amino-, Imino- oder Amidino- 
oder Guanidinogruppen . Die Herstellung der erf indungsgemaS 
verwendeten Polymernanopartikel kann nach Verfahren erfolgen, 
wie sie z.B. in WO 98/17317, in J. Colloid and Interface Sci. 

30 195, 272-288 (1997), inKolloid-Z. Z.Polym. 239, 677 (1979) 
und in Arbeiten von Goodwin et al . (Colloid Polym. Sci., 525, 
464 (1974), Br. Polym. J. 10, 173 (1978), Colloid Polym. Sci. 
257, 61 (1979)) offenbart sind. 

35 Daruberhinaus ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

moglich, den Polymersuspensionen zur zusatzlichen sterischen 
Stabilisierung Stabilisatoren in einer Menge von vorzugsweise 
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0,01 bis 5 Gewichtsprozent bezogen auf den Feststof fgehalt 
der Suspension zuzusetzen, Als Stabilisatoren werden hierbei 
vorzugsweise nichtionische Block-Copolyinere mit hydrophoben 
und hydrophilen Anteilen wie bei spiel sweise Poloxamere Oder 
Poloxamine verwendet. 

Die reversible Anbindung der Substanzen erfolgt in einem 
waSrigen Ausgangssystem uber elektrostatische 
Wechselwirkungen mit den pH-sensitiven basischen 
Oberf lachengruppen, die gemaS einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform Dissoziationskonstanten von 10 bis 10 
aufweisen, in Kotnbination mit hydrophoben Wechselwirkungen 
mit dem Polymergrundkorper . In der Regel wird das 
Ausgangssystem hergestellt durch Zugabe der kationischen 
Polymernanopartikel in Dispersionsf orm zutn wSfirigen System, 
das die organischen Substanzen mit anionischem Charakter 
enthalt, wobei man wieder eine Dispersion erhalt. Das 
Ausgangssystem kann vor der eigentlichen Konjugatbildung 
(Beladung der Polymernanopartikel) auf einen gewiinschten pH 
eingestellt werden. Der pH des Ausgangs systems miZ in einem 
Bereich liegen, in dem die Polymernanopartikel in 
kationischer Form vorliegen und die organische Substanz 
mindestens teilweise dissoziiert ist. 

Die Extraktion der Substanzen aus den entsprechenden Medien 
erfolgt vorzugsweise bei Temperaturen von 4 bis 60 und 
einem pH-Wert kleiner 11, Er kann gegebenenf alls durch Zusatz 
einer leicht fluchtigen Saure entsprechend eingestellt 
werden. 

Unter dem Begriff "organische Substanz mit anionischem 
Charakter" (anionische organische Verbindung) werden hier 
organische Verbindungen verstanden, die in einem waSrigen 
System zumindest teilweise in ein oder mehrere Protonen und 
ein organisches Mono- oder Polyanion dissoziieren, Als 
anionische organische Verbindungen kommen hierbei 
beispielsweise Phenole, Phenolderivate, Sulf onsauren. 
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Carbonsauren, Aminosauren, Peptide mit einer oder mehrerer 
saurer funktioneller Gruppen oder Nukleinsauren wie 
beispielsweise Desoxyribonukleotide, Ribonukleotide, chemisch 
modifizierte Desoxyribonukleotide . bzw. Ribonukleotide ab 
einer Lange von 5 Nukleotideinheiten in Frage. 

Die bei der Umsetzung entstehenden Kon jugate der 
Polymerpartikel mit den entsprechenden Siibstanzen werden 
gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm durch z. B. 
Zentrifugation oder Filtration von den entsprechenden Medien 
abgetrennt . 

Je nach Art der zu isolierenden Siabstanz und der 
Zusammensetzung des abzutrennenden Mediums konnen die 
abgetrennten Konjugate mit neutralen oder sauren waErigen 
Waschlosungen xinterschiedlicher Polaritat sowie auch reinem 
deionisiertem Wasser gewaschen werden. Dieser 
AufreinigungsprozeS erfolgt vorzugsweise im Falle der 
Extraktion von Verbindungen mit polyanionischem Charakter wie 
beispielsweise Nukleinsauren aus biologischen Systemen oder 
komplexen Puf f ersystemen. Die Resuspendiearung der beladenen 
Polymerpartikel erfolgt gemaS einer bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm bspw. durch Schiitteln oder kurzzeitige 
Einwirkung von Ultraschall. 

Die gezielte Freisetzung (Ablosung) der isolierten und 
aufgereinigten Sxibstanzen wird dadurch erreicht, daS die 
Konjugate in ein Dispersionsmedium gegeben werden, dessen pH 
gegenuber dem Ausgangssystem so geandert ist, daS damit eine 
Deprotonierung der auf den Partikeln vorhandenen basischen 
funktionellen Gruppen erreicht wird, was eine Aufhebung der 
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den gebxindenen 
Si±istanzen und den Partikeln zur Folge hat. Eine im 
wesentlichen vollstandige Deprotonierung der kationischen 
Polymernanopartikel ist zwar bevorzugt, aber nicht unbedingt 
erforderlich; ein pH, der ausreicht, urn die kationischen 
Polymernanopartikel in einem Umfang zu deprotonieren, so da£ 
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die elektrostatischen Wechselwirkungen zumindest im 
wesentlichen wieder aufgehoben warden, ist ausreichend. 

Ein solcher pH wird vorzugsweise durch Zusatz einer leicht 
fliichtigen Base mit einer Dissoziationskonstante kleiner 
gleich 10 wie beispielsweise Ammoniak erzielt. Damit wird 
eine Kontamination der Proben durch Fremdelektrolyt 
vermieden, so da£ die Substanzen nach der Isolierung mit dem 
erf indungsgemafien Verfahren in hoher Reinheit vorliegen. 
Durch Zusatz von geringen Mengen von SDS und Acetonitril beim 
Ablosungsschritt kann insbesondere bei geringen 
Konzentrationen der zu isolierenden Substanzen (<l;xTnol/L) die 
Empf indlichkeit der Methode zusatzlich erhoht werden. 

Gegenuber den bestehenden Techhiken zur Isolierung und zur 
qualitativen und guantitativen Analyse niedermolekularer 
organischer Substanzen mit anionischem Charakter, wie 
beispielsweise Phenolderivaten, Carbonsauren, etc., aus 
waSrigen Medien hat das erf indungsgemaSe Verfahren den 
wesentlichen Vorteil, dafi die zu isolierenden Verbindungen 
vor der eigentlichen Extraktion nicht derivatisiert werden 
mussen. Die Anbindung erfolgt durch die Kombination von 
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen und 
ermoglicht eine selektive Isolierung von Substanzen, die 
aufgrund ihrer chemischen Eigenschaf ten beide 
Wechselwirkungen mit der Partikeloberf lache ausbilden konnen. 
Damit konnen die Proben auch aus hochverdunnten Losungen 
extrahiert werden. Das Prinzip der Festphasenextraktion 
ermoglicht zudem die einfache Abtrennung der isolierten 
Substanzen vom umgebenden Medium durch Filtration bzw. 
Zentrifugation und eine Aufkonzentration der isolierten 
Proben . 

Die besonderen Vorteile des erf indungsgemafien Verfahrens zur 
Isolierung von Polyanionen wie z. B. Nukleinsauren, Peptide, 
etc. bestehen im wesentlichen darin, dafi die Anbindung dieser 
Stoffe direkt im entsprechenden Medium durchgefuhrt wird und 



wo 99/10527 



10 



PCT/EP98/05340 



kein Zusatz von Bindungspuf f em erforderlich ist, Dabei 
lassen sich beispielsweise sowohl kurze naturliche 
Oligonukleotide bzw. deren Derivate als auch hochmolekulare 
Polynukleotide direkt aus komplexen waSrigen Medien 
unterschiedlicher Zusatranensetzung wie beispielsweise 
Blutplasma bzw. Blutserura, Zellextrakten, Urin oder PCR- 
Ansatzen isolieren, Aufgrund der starken adsorptiven 
Wechselwirkungen zwischen Partikel und Polyanionen lassen 
sich die Konjugate mit Waschlosungen unterschiedlicher 
Polaritat, wie z. B. auch mit deionisiertem Wasser waschen 
und dadurch auf einfache Weise wirksam entsalzen, 

Nach der Aufreinigung der abgetrennten Konjugate erfolgt die 
Freisetzung der gebundenen Substanzen auf einfache Weise 
durch pH-Anderung des umgebenden Mediums . Gegenuber den 
bestehenden Verfahren kann durch die Verwendung leicht 
fltichtiger Basen eine Kontamination der Proben mit 
Fremdelektrolyt vermieden werden. Beispielsweise erfordem 
die bisher entwickelten Verfahren zur Extraktion von 
Nukleinsauren den Zusatz von Fremdsalzen, urn die Abspaltung 
des Adsorbats vom Tragermaterial zu eirmoglichen. Diese 
Kontamination erschwert in hohem Mafie die analytische 
Untersuchung der isolierten Substanzen. Demgegeniiber hat die 
hier beschriebene Erfindung den Vorteil, dafi die isolierten 
Nukleinsauren mit analytischen Methoden wie der 
Kapillargelelektrophorese (CGE) und der Elektrospray- 
Massenspektrometrie (ES-MS) , die durch ionische 
Verunreinigungen stark beeintrachtigt werden, charakterisiert 
werden konnen. Die Wiederf indungsrate der isolierten 
Nukleinsauren betragt zwischen 50 und 100%. 

Uberraschenderweise erlaubt das erf indungsgemaEe Verfahren im 
Gegensatz zu bereits bestehenden Techniken trotz mehrfach 
durchgefuhrter Waschschritte zur Aufreinigung der Konjugate . 
die Isolierung modif izierter Nukleinsauren, sowie sehr kurzer 
Oligonukleotide ab einer Lange von ca. 5 Nukleotidbausteinen. 
Daruberhinaus ergibt sich eine gewisse Selektivitat bei der 
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Anbindung der Nukleinsauren an die Nanopartikel, die durch 
langen- und modi fikat ions abhangige Af f initatsunterschiede 
verursacht wird. 

5 Das erfindungsgemSfie Verfahren stellt daher eine neue und 

effiziente Methods zur Isolierung von anionischen organischen 
Substanzen dar. Das Zusammenwirken von elektrostatischen und 
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Adsorbatmolekulen 
und der Partikeloberflache ermoglicht es, diese auch in hoher 

10 Verdunnung bzw. aus komplexen Mischungen zu isolieren. Nach 
der Isolierung und Aufreinigung lassen sich die gebundenen 
Substanzen gezielt durch eine pH-Anderung des Mediums 
freisetzen. Die Extraktion kann direkt aus Medien 
unterschiedlicher Zusammensetzung erfolgen, ohne dafi eine 

15 vorhergehende Derivatisierung der Proben bzw. ein Zusatz von 
Bindungspuf fern erforderlich ist. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindxing nSher 
veranschaulichen, ohne sie zu begrenzen. 

20 

Beispiel 1: 

Fur nachfol^endes Beispiel wird folgende Latexsuspension 
verwendet: NSI-2-LS, Polystyrolnanopartikel mit 

25 ethylenverbruckten Aiaidinivanendgruppen, stabilisiert mit 0,1% 
Poloxamer 338 (w/v) , Durchmesser: 160 run, Feststoffgehalt: 
9,1 g/L, Oberfl&chenkonzentration basischer Giruppen: 0,53 
limol/m^. Die Herstellung der in den Beispielen verwendeten 
Latices erfolgt nach dem Verfahren gem&B J. Colloid and 

30 Interface Sci. 195, (1997) Seite 273, das hiermit als 
Referenz eingeschlossen wird. 

200 lih der Latexsuspension NSI-2-LS werden zu 1 mL einer 
waSrigen L6sung gegeben, die AdipinsSure in einer 
35 Konzentration von 0,1 ramol/L enthdlt und einen pH-Wert von 7 
aufweist. Die Suspension wird unter gelegentlichem Schiitteln 
uber einen Zeitraum von 5 min inkxibiert. AnschlieSend werden 
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die erhaltenen Nanopartikel-Adipinsaurekonjugate durch 
Zentrifugation (24.000 g, 30 min.) vom Uberstand abgetrennt. 
'Die Freisetzung der gebundenen Saure erfolgt durch Zugabe von 
200 fih 25% igem Ammoniak, wobei gleichzeitig Bernsteinsaure 
als interner Standard zugegeben wird. Die Menge an isolierter 
Adipinsaure wird bestiinmt, indem die Sauren derivatisiert und 
anschliefiend gas chroma tographisch quantif iziert werden. Dazu 
wird zunachst zur ammoniakalischen Probelosung eine 
methanolische NaOH-Losung im ca. 4-fach aquivalenten 
UberschuS hinzugegeben und bei 110 °C im Stickstof f strom zur 
Trockne abgeblasen, anschliefiend wird 50 /xL 

Trifluoressigsaure zugegeben und 5 min, bei 110°C inkubiert, 
Anschliefiend wird die Losung bei Raumtemperatur vorsichtig 
abgeblasen. Die Deriyatisierung erfolgt durch Zugabe von 50 
txL Bistrimethylsilyltrisfluoroacetamid (BSTFA) bei 60 *C in 30 
min. Auf gleiche Weise wird zur zusatzlichen Kontrolle die 
Menge an Adipinsaure im abgetrennten Uberstand bestimmt. Die 
aus 3 Versuchen ermittelte mittlere Menge an adsorbierter 
Adipinsaure betragt 2,63 mg/g Polymer. Die Wiederf indungsrate 
betragt 33%. 

Beispiel 2 : 

Analog zu Beispiel 1 wird Terephtal saure unter Verwendung von 
200 /XL der Latexsuspension NSI-2-LS aus einer wafirigen Losung 
mit einer Konzentration von 0,1 mmol/L extrahiert. Die aus 3 
Versuchen ermittelte Menge an Terephtal saure betragt 0,91 
^9/3 Polymer. 

Beispiel 3 : 

Fur nachfolgendes Beispiel wird folgende Latexsuspension 
verwendet: NSI'2-LS, Polys tyrolnanopartikel mit 
ethylenverbruckten Amidiniuwendg-ruppen, stabilisiert mit 0,1%- 
Poloxamer 338 (w/v) , Durchmesser: 160 nm, Feststoffgehalt: 
9,1 g/h, Oberflachenkonzentration basischer Gruppen: 0,53 
fimol/m . 
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Eine waSrige Mischung von 9 unterschiedlichen Phenolderivaten 
wird zu 200 /iL der Latexsuspension NSI-2-LS hinzugeben. Die 
' einzelnen Komponenten der Mischung 2, 4-Dinitrophenol, 2- 
Methyl-4, 6-dinitrophenol, 2 , 5 -Dinintrophenol , Phenol; 4- 
5 Nit rophenol , 3 -Nitrophenol , Pentachlorphenol , 2 -Bromphenol , 
2 , 6 -Dimethyl -4 -nitrophenol, 2-Nitrophenol, 2 , 4-Dibromphenol 
liegen in einer Konzentration von 10 fig /ml vor. Die 
Suspension wird unter gelegentlichem Schutteln uber einen 
Zeitraum von 5 min inkubiert. AnschlieEend werden die 

10 erhaltenen Nanopartikel-Phenolkon jugate durch Zentrifugation 
(24.000 g, 30 min.) vom Uberstand abgetrennt. Die Freisetzung 
der gebundenen Saure erfolgt durch Zugabe von 200 ML 25% igem 
Ammoniak. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (24 000 
g, 10 min.) wird das im Uberstand befindliche isolierte 

15 Nitrophenolgemisch ohne weitere Derivatisierung chromato- 

graphisch mittels RP-HPLC analysiert. Als Referenz dient die 
Ausgangsmischung der Nitrophenole . Die Wiederf indungsraten 
der einzelnen Komponenten betragen 60-70%. Dieses Beispiel 
stellt fur die Isolieriing von niedermolekularen Verbindungen 

20 den derzeit besten Ausfiihrungsweg der Erfindung dar. 

Beispiel 4 

Fur nachfol^endes Beispiel wird folgende Latexsuspension 
verwendet: NSI-Sl-LS, Polystyrolnanopartikel mit 
25 ethylenverbruckten Amidiniumendgruppenr stabilisiert mit 0,1% 
Poloxamer 338 (w/v) , Durchmesser: 380 nm, Feststoffgehalt: 10 
g/L, Oberflachenkonzentration: 0,17 fimol/m . 

Zu 200 filj humanem Blutplasma, welches ein Phosphorothioat- 
30 Oligonukleotid der Sequenz CTA TTA ACA ACA CAC AAC AG (ODN-1) 
in einer Konzentration von 100 nmol/L enthalt, werden 800 fxl 
50 mmol/L Tris-HCL (pH9) gegeben. Diese Mischung wird mit 200 
/xl der Latexsuspension NSI-Sl-LS versetzt und unter 
gelegentlichem Schutteln uber einen Zeitraum von 5 min. 
35 inkubiert. Die erhaltenen Nanopartikel- 

Oligonukleotidkon jugate werden durch Zentrifugation (24.000 
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g, 10 min.) vom Medium abgetrennt und in 1 ml einer Losung 
von 0,5 M Essigsaure in Ethanol/Wasser 1:1 (v/v) 
resuspendiert . Nach der Abtrennung der Waschlosung durch 
Zentrifugation (24,000 g, 5 min.) werden die Konjugate in 1 
ml deionisiertem Wasser resuspendiert und durch nochmalige 
Zentrifugation abgetrennt. Die Freisetzung des 
Oligonukleotids erfolgt durch Zugabe von 200 /xL 150/imol/L 
Natriumdodecylsulf at (SDS) in einer Mis chung von waSrigem 
Ammoniak (25%) /Acetonitril (60:40), wobei gleichzeitig ein 
dT3o-01igonukleotid als intemer Standard zugesetzt wird. Die 
f reigesetzten Oligonukleotide werden durch einen weiteren 
Zentrifugationsschritt von den Polymerpartikeln abgetrennt. 
Anschliefiend wird die Losung zur Abtrennung evtl . .noch in der 
Losung vorhandene Partikelruckstande nochmals zentrif ugiert . 
Der Uberstand (ca, 80 /iL) wird lyophilisiert , Die 
Wiederf indungsrate wird uber Kapillargelelektrophorese 
bestimmt und betragt 91%. Dieses Beispiel bildet den derzeit 
besten Ausfuhrungsweg der Erfindung fur polyanionische 
Verbindungen , 

Beispiel 5 

jPur nachfolgendes Beispiel wird folgende Latexsuspension 
verwendet: NSI-2-LS. 

Analog zu Beispiel 4 wird das Oligonukleotid ODN-1 in 
unterschiedlicher Konzentration aus humanem Blutplasma unter 
Verwendung von NSI-2-LS extrahiert, wobei der erste 
Zentrifugationsschritt 45min. erforderte. Alle nachf olgenden 
Zentrifugationsschritte erfolgten uber einen Zeitraum von 
jeweils 30 min. Die nachf olgende Tabelle zeigt die uber CGE 
ermittelten Wiederf indungsraten: 



Konzentration Wiederf indungs 

rate 



100 nmol/L 
25 nmol/L 



89% 
84% 
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10. nmol/L . . . 88% 
5 nmol/L 64% 



Beispiel 6 

Fur nachfolgendes Beispiel wird die Latexsuspension NSI"2''LS 
verwendet . 

Analog zu Beispiel 5 wird das Phosphorthioat-Oligonukleotid 
ODN-2 der Sequenz dTio (Mw: 3125 g/mol) welches in einer 
Konzentration von 100 nmol/L in humanem Blutplasma vorliegt, 
unter Verwendung von 200 /xL der Latexsuspension NSI-2-LS 
extrahiert. Die iiber CGE ermittelte Wiederf indungsrate 
betragt 80%. 

Beispiel 7 

Fur nachfolgendes Beispiel wird die Latexsuspension NSI-2-LS 
veTTwendet. 

200 iiL der Latexsuspension NSI-2-LS werden zu 1 ml humanem 
Blutplasma, welches ein Phosphordiester-Oligonukleotid ODN-3 
der Sequenz TTC TTG TCT GCT CTT in einer Konzentration von 4 
^mol/L enthalt, gegeben und unter gelegentlichem Schutteln 
uber einen Zeitraum von 5 min, inkubiert. Die erhaltenen 
Nanopartikel-Oligonukleotidkonjugate werden durch 
Zentrifugation (24.000 g, 30 min.) vom Medium abgetrennt und 
in einer Losung von 0,5 M Essigsaure in Ethanol/Wasser 1:1 
(v/v) resuspendiert . Nach der Abtrennung der Waschlosung 
durch Zentrifugation (24.000 g, 30 min.) werden die Konjugate 
in deionisiertem Wasser resuspendiert und durch nochmalige 
Zentrifugation abgetrennt. Die Freisetzung des 
Oligonukleotids erfolgt durch Zugabe von 100 /xL 25% igem 
Ammoniak, wobei gleichzeitig ein dT25-01igonukleotid (M^: 
7543 g/mol) als intemer Standard zugesetzt wird. Die 
freigesetzten Oligonukleotide werden durch einen weiteren 
Zentrifugationsschritt von den Polymerpartikeln abgetrennt. 
Anschliefiend wird die Losung zur Abtrennung evtl. noch in der 
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Losung vorhanderie Partikelruckstande nochmals zentrif ugiert , 
Der Uberstand (da. 80 /xL) wird lyophilisiert . Die 
Wiederf indungsrate wird uber Kapillargelelektrophorese 
bestimmt und betrSgt 86%. 

Beispiel 8 

Fur nachfolgendes Beispiel wird die Latexsuspension NSI'2^LS 
verwendet ^ 

Analog zu Beispiel 5 wird das 3 ' -Palmityl-modif izierte 
Oligonukleotid ODN-4 der Sequenz dTig, welches in einer 
Konzentration von 10 nmol/L in humanem Blutplasma vorliegt, 
unter Verwendung von Latex ]SrSI-2-LS extrahiert . Die uber CGE 
ermittelte Wiederf indungsrate betragt 86%, 

Beispiel 9 

Fur nachfolgendes Beispiel wird die Latexsuspension NSI'-2''LS 
verwendet. 

Die Diskriminierung der Nukleinsauren in Abhangigkeit von 
ihrer Lange wird an zwei Phosphorthioat-Oligonukleotiden der 
Sequenz dTio (ODN-5) und der Sequenz dT2o untersucht. 
Hierzu werden 200 fiL der Latexsuspension NSI-2-LS mit 1 mL 
einer 2 /imolaren Losung der Oligonukleotide in humanem 
Blutplasma inkubiert und analog Beispiel 7 auf gearbeitet . Die 
Auswertung uber CGE ergibt Wiederf indungs rat en von 2% fur 
ODN-5 und 67% f\ir ODN-6, 

Beispiel 10 

Analog zu Beispiel 7 werden ein Phosphorothioat- 
Oligonukleotid der Sequenz dT^s (ODN-7) , ein Phosphordiester- 
Oligonukleotid der Sequenz TTC TTG TCT GCT CTT (ODN-8) und 
ein 3 * -Palmityl-modif iziertes Oligonukleotid der Sequenz TTC 
TTG TCT GCT CTT (ODN-9) , welche in einer Konzentration von 4 
/imol/L vorliegen, jeweils aus 1 mL 100%igem fetalem 
Kalberserum isoliert. Die Wiederf indungsraten werden uber CGE 
bestimmt iind betragen 71% fur ODN-7, 70% fur ODN-8 und 71% 
fur ODN-9. 
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Beispiel 11 

Analog zu Beispiel 5 werden das Oligonukleotid ODN-1, ODN-4 
und ein 2 ' -O-tnethylmodif izierter RNA-Strang der Sequenz TJ^q 
(ON-1) , welche in einer Konzentration von 100 nmol/L 
5 vorliegen, aus menschlichem Urin extrahiert. Die 

Wiederf indungsraten betragen fur ODN-1 96%, fiir ODN-4 72% und 
fur ON-1 83%. 

Beispiel 12 

Zur Isolierung eines Plasmids PUC-13 (2.7 kB) aus einem PGR- 
10 Ansatz werden 200 fiL der plasmidhaltigen Losung mit 1 mL 
deionisiertem Wasser verdiinnt, mit 200 fxh der 
Polymersuspension NSI-2-LS versetzt und analog zu Beispiel 7 
inkubiert und aufgearbeitet , wobei auf den Zusatz eines 
Standards verzichtet wird. Die Quantifizierung der isolierten 
15 Nukleinsauren erfolgt uber die Bestiinmung der optischen 

Dichte bei 260 nm und durch die densitometrische Auswertung 
der Banden der gelelektrophoretischen Analyse der Proben vor 
und nach der Extraktion, Die ermittelte Wiederf indungsrate 
betragt ca, 50%. 
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Patentanspriiche 

1, Verfahren zur Isolierung von organischen Substanzen rait 
anionischem Charakter aus wafirigen Systemen, bei dera 

- diese Substanzen reversibel an Polymemanopartikel in 
kationischer, protonierter Form gebunden werden, 

- die beladenen Polymemanopartikel vom waSrigen 
Ausgangs system abgetrennt werden und 

- die organischen Substanzen von den beladenen 
Polymemanopartikeln in einem Medium mit einem pH-Wert, 
bei dem die kationischen Polymemanopartikel deprotoniert 
werden, wieder freigesetzt werden, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn2:eichnet, daS 
die Polymemanopartikel pH- sensitive basische 

Oberf lachengmppen mit Dissoziationskonstanten von 10 ^ 
bis 10"^^ tragen. 

3, Verfahren nach Anspmch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daS die pH-sensitiven basischen Gruppen auf der 
Partikeloberflache in einer Konzentration von mehr als 
0,1 ;xmol/m^ vorliegen. 

4 . Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die organischen 
Substanzen mit anionischem Charakter im Schritt der 
Bindung an die kationischen Polymemanopartikel als Mono- 
oder Polyanionen vorliegen und ausgewahlt werden aus 
Phenol en , Phenol de r i vat en , Sul f ons aur en , 

Sulf onsaurederivaten, Carbonsauren, 

Phosphorsaurederivaten, Aminosauren bzw. Peptiden mit 
einer oder mehreren sauren funktionellen Gruppen, oder 
Nukleinsauren wie z.B. Desoxyribonukleotiden, 
Ribonukleotiden oder chemisch modif izierten 
Desoxyribonukleotiden bzw. Ribonukleotiden ab einer Lange 
von 5 Nukleotideinheiten. 
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5 . Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daS die Beladung der 
kationischen Polymernanopartikel bei Temperaturen von 4 
bis 60 °C und einem pH-Wert kleiner 11 erfolgt. 

6 . Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi die beladenen 
Polymernanopartikel durch Zentrifugation oder Filtration 
vom waSrigen Ausgangs system abgetrennt werden. 

7 . Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daS die vom 
Ausgangs system abgetrennten beladenen Polymernanopartikel 
durch Behandlung mit neutralen oder sauren wafirigen 
Waschlosungen unterschiedlicher Polaritat oder reinem 
Wasser aufgereinigt werden, bevor die Freisetzung der 

. gebundenen Substanzen erfolgt • 

8. Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daS die gebundenen 
Substanzen nach ihrer Abtrennung und gegebenenf alls ihrer 
Aufreinigung durch Zusatz einer Base freigesetzt werden. 

9. Verf ahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Base eine leicht fliichtige Substanz mit einer 
Dissoziationskonstante kleiner glexch 10 , wie z.B. eine 
wafirige Ammoniaklosung verwendet wird. 

10. Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die Freisetzung in 
einem waSrigen Medium erfolgt, das zusatzlich anionische 
Tenside und/ oder Acetonitril enthalt. 

11. Verf ahren nach wenigstens einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die 
PolyTTiernanopartikel durch Zusatz von 0,01 bis 5 Gew.% 
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Stabilisatoren, bezogen auf den Feststof f gehalt einer 
Polymernanopartikel - Suspension, stabilisiert sind, 

5 



